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(57) Abstract 

A peptide conjugate comprising a peptide sequence that includes at least one sequence of four aMSH-derived amino acids optionally 
m a natural form, said sequence being chemically or physically conjugated with acids selected from either dicarboxylic acids of general 
formula (I): HOOC-R1-COOH, wherein Rl is a straight or branched alkylene radical having at least 3 and preferably 3-10 carbon atoms 
and I being optionally substituted, in particular by one or more amino or hydroxy groups; or a-monounsaturated fatty acids with a cis or 
preferably trans configuration, of general formula (II): R2-CH-CH-COOH, wherein R2 is a straight or branched alkyl radical having at 
least 6 and preferably 6-10 carbon atoms, and being substituted by an amino, hydroxy or oxo group. 

(57) Abrege 

L'invention concerne un conjugu6 peptidique, caracteris£ en ce qu'il comporte une sequence peptidique comprenant au moins une 
sequence de 4 acides amines derives de 1'aMSH, les acides amines etant sous forme naturelle ou non, ladite sequence 6tant conjuguee 
chimiquement ou physiquement avec des acides scIectionn£s parmi: les acides di-carboxyUques de formule gen6rale (I): HOOC-R1-COOH 
dans laquelle Rl rcpresente un radical alkylene, lineaire ou ramifte, comprenant au moins 3 atomes de carbone, de preference de 3 a 10 
atomes de carbone, eventuellement substirue, notamment parun ou plusieurs groupes amino ou hydroxy, et les acides eras a-monoinsatures 
de confipjration cis ou trans, de preference trans, de formule generate (II): R2-CH=€H-COOH, dans laquelle R2 represente un radical 
alkyle, hneaire ou ramifie* comprenant au moins 6 atomes de carbone, de preference de 6 a 10 atomes de carbone, substitud par un eroupe 
ammo, hydroxy ou oxo. 
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CONJUGUES D'aMSH AVEC UN ACIDE GRAS, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET 
LEUR UTILISATION A TITRE DE MEDICAMENT 
La presente invention a pour objet la realisation de derives 
peptidiques homologues de I'aMSH ou Melanotropine, obtenus par synthese 
chimique. presented sous forme de lipo-peptides. 

L'aMSH et ses homologues ont fait 1'objet de nombreuses publi- 
cations, voire meme d'essais therapeutiques sans que cela se traduise par la 
realisation d'un medicament. La raison principale est 1'extreme ubiqulte de 
1'ctMSH en fonction des doses administrees et des voies d'administration. 

De plus, l'absence de relation doses / effets (ce qui est le cas de 
nombreuses hormones peptidiques) complique serieusement son utilisation 
therapeutique. En effet, les recepteurs cellulaires de I'aMSH et de ses 
homologues sont du type G et la transduction intra-cellulaire s'effectue selon 
le cycle de TAMP cyclique, 1'activation de ces recepteurs cellulaires est 
15 sensiblement inversement proportionnelle aux doses d'hormones pepti- 
diques, acceptees par les structures du recepteur membranaire. 

La presente invention repose sur la recherche de structures 
peptidiques sp^cifiquement orientees vers les activites anti-allergiques et 
anti-inflammatoires d'une part, et activatrices de la melanogenese d 'autre 
part a I'exclusion de tout autre effet pharmacologique notamment au niveau 
du systeme nerveux central, comme du systeme nerveux peripherique. 

Plus particulierement, la presente invention concerne un conju- 
gue comportant une sequence peptidique comprenant au moins une 
sequence de 4 acides amines derives de I'aMSH, les acides amines etant sous 
25 forme naturelle ou non, ladite sequence etant conjuguee, chimiquement 
ou physiquement avec des acides notamment derives d'acides a activites 
m6taboliques connues, selectionnes parmi : 

- les acides dicarboxyliques de formule generale I 

HOOC-Ri-COOH (I) 

30 dans laquelle Rl represente un radical alkylene, lineaire ou ramifie, 
comprenant au moins 3 atomes de carbone de preference ayant de 3 a 10 
atomes de carbone, eventuellement substitue, notamment par un ou 
plusieurs groupes amino ou hydroxy, et 

- les acides gras a-monoinsatures de formule generale II 

R2 - CH = CH - COOH (II) 
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dans laquelle R2 represente un radical alkyle, lineaire pu ramifie compre- 
nant au moins 6 atomes de carbone, de preference de 6 a 10 atomes de 
carbone eventuellement substitue par un groupe amino, hydroxy ou oxo, 
ces acides ayant la configuration cis ou trans, de preference trans. 
5 La sequence de 1'ctMSH est la suivante : 

N-acetyl-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Ph6-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-V a l-NH 2 

Dans ce qui suit, lorsque 1'on mentionne les sequences provenant 
de 1'aMSH il faut entendre que les acides amines peuvent etre sous forme D, L, 
ou D,L ou bien sous les formes non naturelles des acides amines correspon- 
10 dant a des derives, notamment substitues, halogtoes par exemple. 

Les peptides conjugues de bas poids moleculaire selon 1'invention 
sont avantageusement Ms sous forme de sels, d'esters ou d'amides, a des acides 
possedant des fonctions metaboliques essentielles dans 1'activation du cycle 
tricarboxylique cellulaire tels qu'ils sont decrits prec6demment. 

Les acides de formules generaies I ou II sont de preference choisis 
parmi les diacides carboxyliques pour lesquels Rl represente un reste 
alkylene en C4-C8, substitue ou non, en particulier les acides adipiques, a- 
amino-adipiques et derives, l'acide sebacique et derives, les acides gras a- 
monoinsatures pour lesquels R2 represente un reste alkyle, lineaire ou 
ramifie en C 7 , en particulier les acides hydroxydecenoiques. et decenoiliques, 
sous forme des sels, esters, ou amides correspondants. 

H s'agit de preference de l'acide adipique ou "acide hexanediofque" 
(ADIP), de l'acide a-amino adipique (2-amino hexanedioique), de l'acide 
sebacique ou acide decanedioYque, de l'acide trans - 10 - hydroxy - A 2 - 

decenoique ou acide trans-hydroxy - 10 - decene - 2 - oYque (AH), et de l'acide 
trans-oxo - 9 - decene - 2 - oique (9 - ADO). 

Parmi ces acides, figurent preferentiellement pour des applica- 
tions en phase soluble dans 1'eau, les acides adipiques et amino-adipiques. 

Parmi les acides figurent les acides gras suivants plus particuliere- 
30 ment adaptes pour l'obtention de derives peptidiques liposolubles l'acide 
sebacique et ses derives, l'acide oxo-decene-oYque, et l'acide trans-hydroxy- 
decenoxque, defmis precedemment, et dont les activites biologiques sont liees 
k leurs proprietes, anti-androgene, anti-seborrheique et lipolytiques (Madea 
et coll., Nippon, Hifuka - 98 (4) p. 469 - 1988). 
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Plus specifiquement, la presente invention conceme des peptides 
acnvateurs de la melanogenese, anti-allergique et anti-inflammatoire. 

La sequence de 4 acides amines provenant de 1' aMSH, des conju- 
gues selon Invention, comprend de preference au moins 1'une des sequen- 
ces peptidiques suivantes : 

- Glu - His - Phe - 

- His - Phe - Arg - 

- Glu - His - Phe - Arg - 
dans laquelle Phe represente la phenylalanine ou un derive halogene de 
la phenylalanine, notamment D-homo-Phe et parafluoro-Phe les acides 
amines pouvant etre sous forme D, L, ou D,L 

D'une maniere avantageuse, les conjugues selon Invention 
repondent a la formule generate III : 

A - X - Glu - His - Phe - Y (III) 

dans laquelle 

A est un.acide de formules generates I ou II telles que definies ci-dessus, 
en particulier l'acide adipique, ou l'acide a-amino adipique, l'acide 

sebacique, l'acide trans-oxo-9-decene-2-oique ou l'acide trans-hydroxy-10- 

dec6ne-2-oi"que, 

X represente un groupe 5-Me.NorIeucine (Me.Nle), 2-N-Me-Norceuline (N- 
Me.Nle), OH ou NH 2 , 

Y represente un reste Arg - Z ou Z dans lequel Z est Trp - Gly - OH, Trp - OH 

OH, Trp - Gly - NH 2 , Trp - NH 2 . ou NH 2 , 

Phe represente un reste D-Homo-Phe ou para-fluoro-Phe, 

les acides amines etant sous forme D, L ou D,L 

La presente invention conceme particulierement les derives 
peptidiques suivants : 



1 


A - 


Me.Nle 


- Glu - 


His 


- D-homo-Phe - Arg - Trp - Gly - NH 2 


2 


A- 


Me.Nle 


-Glu- 


His 


- D-homo-Phe - Arg - Trp - NH 2 


3 


A - 


Me.Nle 


-Glu - 


His 


- D-homo-Phe - Arg - NH 2 


4 


A - 


Me.Nle 


-Glu - 


His 


- D-homo-Phe - NH 2 


5 


A - 


Me.Nle 


- Glu - 


His 


- para-fluoro-Phe - Arg - Trp - Gly - NH 2 


6 


A - 


Me.Nle 


- Glu - 


His 


- para-fluoro-Ph<§ - Arg - Trp - NH 2 


7 


A - 


Me.Nle 


- Glu - 


His 


- para-fluoro-Ph£ - Arg - NH 2 
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8 A - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Phe - NH 2 

9 A - N - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - Trp - Gly - NH 2 

10 A - N - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe- Arg - Trp - NH 2 

11 A - N - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - NH 2 

12 A- N- Me.Nle- Glu - His - D-homo-Phe - NH 2 

13 A - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Ph6 - Arg - Trp - Gly - OH 

14 A - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - Trp - OH 

15 A - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - OH 

16 A - N - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - Trp - Gly - OH 

17 A - N - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - Trp - OH 

18 A - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Ph<§ - Arg - Trp - Gly - OH 

19 A - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Phe - Arg - Trp - OH 

20 A - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Ph6 - Arg - OH 

21 A - N - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Phe - Arg - Trp - Gly - OH 

22 A - N - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Ph<§ - Arg - Trp - OH 

A etant defini ci-dessus, ainsi que les derives de ces molecules sous forme de 
sels d'esters ou d 'amides. 

Dans les conjugues 1 a 22 ci-dessus, la position de I'acide A corres- 
pond au derive ester ou amide, la fraction acide carboxylique de I'acide 
assurant la liaison. 

Les sequences d'amino-acides mentionnees prececiemment peuvent 
etre des sequences d'amino-acides naturels ou des sequences d'amino-acides 
non naturels. De meme dans certains cas il est possible que certains de ces 
amino-acides component des fonctions par exemple des glycosylations. II doit 
etre entendu que la presente invention concerne egalement l'ensemble de 
ces formes comprises par la presente description. 

La presente invention concerne egalement des medicaments 
contenant un ou plusieurs des conjugues selon l'invention. 

La presente invention concerne egalement l'utilisation de ces 
composes dans le domaine de la cosm6tique. 

La presente invention concerne egalement des compositions 
galeniques, pharmaceutiques, dermo-cosmetiques ou cosmetiques compre- 
nant un compose tel que defini precedemment. 

Ces compositions peuvent se presenter sous Tune des formes 
connues dans les domaines cosmetiques bien que les formes topique et 
parenterale soient preTerees. 
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Ces compositions sont utilisables ausi bien dans le domaine humain 
que veterinaire. 

Un des objets de la presente invention est l'application par voie 
topique et parenteral des conjugues peptidiques precedents. Les composi- 
tions pharmaceutiques peuvent etre sous forme administrable par voie orale 
ou parenterals injectable notamment, mais de preference sous forme 
administrable par voie topique externe. 

Ces compositions peuvent etre notamment, sous forme de creme, 
spray, ou lotion par exemple et comporter des excipients connus et eventuelle- 
ment d'autres principes actifs. Avantageusement, il s'agit de preparations 
dermo-cosmetologiques sous forme de solutions, de lotions d'emulsions, ou de 
cremes utilisees comme accelerateur de bronzage de la peau. sans exposition 
aux U.V. 

Les composes selon la presente invention sont utiles notamment 
15 dans la prevention et le traitement des allergies notamment cutanees, des 
reactions inflammatoires, et des troubles de melanogenese. 

Les conjugues dont la sequence peptidique possede en position 4 
1'amino-acide para-fluoro-Ph£ (derives peptidiques 5 a 8 et 18 a 22), sont 
particulierement orients vers une activite biologique anti-allergique et 
anti-inflammatoire, par effet suppresseur sur les mediateurs de I'inflamma- 
tion et de 1'allergie (IL1, IL6, oTNF, PGE 2 ), a 1'exclusion d'une action sur la 
melanogenese. 

Les conjugues dont les sequences en position 4 possedent Tamino- 
acide D-homo-Phe (derives peptidiques 1 a 4 et 9 a 17), sont particulierement 
orientes vers des activites de stimulation des processus de melanogenese, et 
possedent egalement une activite anti-allergique et anti-inflammatoire. 

Les sequences peptidiques selon la presente invention peuvent 
etre obtenues par l'un des precedes quelconque connus de l'homme de metier, 
notamment par des precedes de synthese chimique dans laquelle on peut 
integrer les differents acides. En tout etat de cause compte tenu de Ia faible 
dimension des peptides, la synthese chimique est tout a fait possible et permet 
d'obtenir des produits tres purs. 

D'autres caracteristiques des conjugues selon l'invention apparai- 
tront a la lumiere des exemples ci-apres, qui illustrent egalement leur 
proced<§ de preparation par synthese chimique. 



WO 96/41815 



PCT/FR96/00890 



Exemple \ : Synthese dn coning i - a _ Acidp Artip i 

Adipoyl - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - Trp - Gly - NH 2 

U synthase a ete realisee par la methode de Merrifield en phase 
sohde en uuhsant una resine MBHA. et co mme groupe m ent protecteur FMOC 
(fluoro6nyl methoxy carbonyl). 

Les derives d'acides amines utilises sont les suivants • 

FMOC - Gly - OH, 

FMOC - Trp - OH, 

FMOC-Arg(Tos)-OH, 

FMOC - D-homo-Ph6 - OH, 

FMOC - His (Trt) - OH, 

FMOC - Glu (chex) - OH, et 

FMOC - Me.Nle - OH, 
que l'on couple en utilisant le BOP comme agent de couplage. 

Chaque acide amine est utilise en exces (x2) ainsi que le BOP (x?) et 
chaque couplage est repete 2 fois. 

* r «• L aC f 6 adiPiQUe COUPl ' ^ faC ° n SimUaire ' 16 *™P™<™ FMOC 
6tant ehmme a chaque etape par la piperidine (20 % dans le dimethylforma- 

mide). La deprotection finale est effectuee en deux etapes : 

a) acide trifluoroacdtique (2 fois x 5 minutes) 

b) acide fluorhydrique anhydre / p-cresol 95.5 (45 minutes). 

Le compose brut obtenu avec un rendement de 78 % est repris dans 
un melange eau/acide acetique 95.5 % et est ensuite lyophylise. 

Le compose PI obtenu a une purete de 82 % (HPLC). 100 mg de ce 
compose sont ensuite purines par HPLC en utilisant une colonne CIS et on 
obtient 65 mg de produit pur. 

Temps de retention = 17.04 minutes dans les conditions suivantes • 

- colonne C8 (250 mm x 5 mm), detection UV 210 nm 

- solvant tampon phosphate Triethylamine - acetonitrile 10 - 60 % en 15 
. minutes ; dSbit 1,4 ml /minute. 

Analyse des acides amines 

nTn 1,0 ^ 7 1,01 " ^ " ^ °' 94 ' I>h0m0 - Ph * l '<* - < Ie tryptophane 
n a pas ete determine car il se degrade lors de l'hydrolyse acide). 

Spectre de masse (FAB +) 1018,4 / 1 126,5 
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Exemple 2 ; Synthese rti. coniu,mg s - A = Ariri^ t H^ . M 

En reprenant le mode operatoire de l'exemple I et en remplacant 
FMOC-D-homo-Ph-OH par FMOC-para-fluoro-Phe-OH, on obtient le compose 

Adipoyl - Me.Nle - GIu - His - para-fluoro-Phe - Arg - Trp - Gly - NH 2 . 

F = 120-C, decomposition. (o) D - 7 (c = 0,4 DMF). HPLC : colonne C 18 , 
5 H m, debit 7 mL/min, detection 279 nm, solvant dilution TFA 0 1 % / 
acetonitrile 77/23 v/v, temps de retention 30.45 min. 1H RMN (DMSO-d 6 ) ppm • 
Me.Nle (4,76. 1,62. 1,24, 0,82) ; Glu (8,54, 4,32, 1,86-1,72, 2,24) ; His (8,09, 4 53 
2.9D-2.82) ; Para-Fluoro-Phe (8,09, 4,53, 3,00-2,78, 7,3-7,0) ; Arg (8.36, 4 V 
1,54-1,68, 1,45, 3,07) ; Trp (8,07, 4,53, 3.16-3,01, 10,80, 7,19, 7,56, 7,30, 6,96) : Gly 
(8,18,3-67-3,54). 7 



Exemple 3 : Synth** rtu roninc* i . A _ A „ ifl . „ - ans _ in _ hw j ,_ 

15 2-d6c6no'ioue " " 

En operant comme dans l'exemple 1, en remplacant l'acide adipique 
par l'acide trans-10-hydroxy-2-decenoique, on obtient le compose £3 : 

trans-10-hydroxy-2-decenoyle - Me.Nle - Glu - His - D-Homo-Phe - Are - 
Trp - Gly - NH 2 . 

F= 115-C, decomposition. (o) D - 16 (c = 0,3 DMF). HPLC : colonne C 18 , 
5 M m, debit 7 mL/min, detection 279 nm, solvant dilution TFA 0 1%/ 
acetonitrile 71/29 v/v, temps de retention 24,20 min. m RMN (DMSO-d 8 ) ppm : 
Ac (1.84) ; Me.Nle (8,00, 4,15. 1.59-1,48. 1,23, 0.83) ; Glu (8,00, 4,15. 1.86-1 7? 
2,19) ; His (8,00, 4,54, 3,00-2,88, 8,89, 7,26) ; D-Homo-Phe (7,98 4 53 7 99-2 78 
7,3-7,0) ; Arg (8.27. 4.29, 1,67-1,53, 1,46, 3.08) ; Trp (8,07, 4,54, 3,16-3,01, 10 80' 
7,16, 7,56, 7,30, 7,04, 6,96) ; Gly (8,19, 3,68-3,54). 

Exemple 4 : Synthase rtu conju^ 7 - A = AriHo ^-A ^ ino . AHIp illf , 
En operant comme dans l'exemple 1, en remplacant l'acide 
adipique par l'acide a-amino-adipique, on obtient le compose £4 : 
a-amino-adipoyle - Me.Nle - Glu - His - D-Homo-Phe - Arg - Trp - NH 2 . 

F= 130 8 C, decomposition. (a) D - 5 (c = 0,5 DMF). HPLC : colonne C 18 , 
5 nm, debit 7 mL/min, detection 279 nm, solvant dilution TFA 0.1 % / 
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acetonitrile 77/23 v/v, temps de retention 28,80 min. i H RMN (DMSO-d 6 ) ppm . 
Me.Nle (3,77, 1,62, 1,24, 0.82) ; Glu (8,53. 4.32. 1.82-1.71. 2,25) ; His (8.11, 4 53 
2.98-2,83) ; D-Homo-Phe (8.06, 4.47. 2,99-2.77. 7.25-7,1) ; Arg (8,32. 4,30, 1,69-' 
1,55, 1,45, 3.07) ; Tip (8,02, 4,59, 3,16-3,00. 10.78, 7.15, 7.58. 7,30, 7,04, 6.96). 

Exemple 5 : Symhft.se d,i conii,q„* 3 _ A = AHHp nn^ ... 

rw~ ^ reprenant le mode operatoire de l'exemple 1. sans les reactifs 
FMOC - Gly - OH et FMOC - Trp - OH. en remplacant 1'acide adipique par 1'acide 
sebacique, on obtient Ie compose JP5_ : 
Sebacoyle - Me.Nle - GIu - His - D-Homo-Phe - Arg - NH 2 . 

F = 130'C. decomposition. (c) D - 3.2 (c = 0,5 DMF). HPLC : colonne C lfc 
5 jim, debit 7 miymin. detection 279 nm. solvant d'elution TFA 0,1 % / 
acetonitrile 77/23 v/v. temps de retention 21.86 min. IH RMN (DMSO-d 6 ) ppm : 
Me.Nle (4,70, 1,80. 2.30. 1.95) ; Glu (8.57, 4,30, 1,82-1.71. 2.25) • His (8,?1 4 55 
2,98-2.83) ; Phe (8.09, 4, 55. 2,99-2.77. 7.25-7.1) ; Arg (8.31. 4.30, 1,69-1.55; 1,45 
3.07) ; Trp (7.95. 4.61, 3.16-3,00, 10.78, 7.15. 7.58. 7.30. 7,04, 6,96) ; Gly (8.32.' 
3,75)* 

Exemple 6 : Etude do I'.rtivite AnH., lof g iotle „„. ^ ..^ 
peptidiques, par le test d'Hvner.^ihn,-^ de cnnt!tnr „„ 
fluorobenzene f DNFB) . " "~ " 

Materiel et method 

Des souris femelles C57 BL/6JICO, agees de 5 semaines sont reparties 
en d lX lots de dix animaux (cinq par cage), avec libre acces a 1'eau et a la 
nourriture, soumises a une photoperiode de douze heures de lumiere par 
vingt-quatre heures. 

Les animaux des lots 1 a 6 recoivent quotidiennement et par 
application topique sur la peau rasee du dos, les produits a etudier (conjugues 
1 et 5 represents par les composes £1 et £2 prepares selon les exemples 1 et 
2), mis en solution dans du propylene glycol, sous un volume constant de 50 
Hi et cela pendant cinq jours consecutifs. 
Posologie par souris et par jour 

Compose £1- Lots 1, 2 et 3 - 2,5 ug, 0.5 ug et 0,1 ug /souris/jour respective- 
ment. 
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Compost P2 - Lots 4, S et 6 - 2,5 ug, 0,5 ug et 0.1 ug /souris/jour respective- 
ment. 

Les animaux du lot 10 servent de temoins (ils recoivent seulement. 
50 ul de propylene glycol par application topique pendant cinq jours). 

Au cinquieme jour, trente minutes apres la derniere application 
toutes les souris sont sensibilisees avec 25 |tl de D N F B (2,4-dinitro-l- 
fluorobenzene (FLUKA CHEMIKA PURUM a 97 % lot n' 33820890)) a 2 96 dans 
un melange 4 pour 1 d'acetone (SDS ref 0510) et de trioleine (FLUKA) 
applique par voie topique sur la region dorsale de peau rasee. 

Au sixieme jour, on precede a une nouvelle sensibilisation par 
application de D N F B. 

Au onzieme jour, l'epaisseur des oreilles des souris, est mesuree a 
l'aide d'un micrometre (ROCH 0 a 25 mm au 1/100 mm) afin d'obtenir des 
valeurs de base, puis les oreilles sont stimulees par application topique de 
20 Ml de D N F B a 0,8 96. 

Au douzieme jour, l'epaisseur des oreilles est a nouveau mesuree. 
On etablit la valeur moyenne de l'epaississement des oreilles pour les souris 
des lots qui ont recu les produits a emdier, ainsi que pour les souris du lot 
15 t^moin. 

Le pourcentage de suppression eventuelle sera exprimc* par le 
calcul suivant : 

T- E 

— p— *100 

20 avec T pour le pourcentage d'augmentation de l'epaisseur moyenne des 
oreilles du lot temoin et E pour celui des lots qui ont recu les produits a 
etudier. 
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Les resultats sont rasserables dans le tableau 1 ci-apres 
25 ' 
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TABLEAU 2 
Action du Conjugu£ 1 



V»U1I^C1I(| allull 


Concentration 


PGE2 


% inhib. 


IH (ng) 


Conjugue 1 (M) 


pg/mg d'ADN 




0 


389 ±60 


_ 




10-4 


179 ±50 


53 


2,5 


10-5 


232 ±45 


40 


10-6 


292 ±68 


24 




10-7 


364 ±68 


6 




10-8 


335 ±50 


13 




10-9 




17 




0 


288±25 






lCH 


113 ±25 


60 


0,5 


10-5 


176 ±37 


38 


10-6 


231 ±55 


19 




10-7 


249 ±60 


13 




10-8 


258 ±35 


10 




10-9 


364 ±56 





Les resultats montrent une bonne action inhibitrice du conjugue 1 
avec un rapport effet dose. Cette action ne depend pas de la concentration en 
ILL On n'observe pas d'action a partir de 10-7 M dans les deux cas. 
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Le pourcentage de stimulation est calcule en fonction des valeurs 
QE et QT, avec QE pour la quantite moyenne de melanine par mg de peau de 
I*<§chantillon teste" et QJ pour la quantite moyenne de melanine par mg de 
peau du t&noin, selon la formule 

5 

% de stimulation _ QE-QT ^ 1QQ 

QT 

La creme dermique 1 administree par voie topique, induit de facon 
hautement significative la synthese de la M&anine au niveau de l'epidenne 
10 (+ 75 %). Cette activity conforme a l'objet de la presente invention est liee a la 
structure chimique du conjugue 1 qui contient le groupement D-homo-Phe. 

Par contre, la creme dermique 5 administree par voie topique, n'a 
pas d'activit<§ sur la stimulation de la melanogenese epidermique, cette 
absence d'activite est liee a la presence dans le conjugue 5 du groupement 
15 para-fluoro-Phe. 

Ces resultats ont et<§ confirmed par une <§tude sur la melanogenese 
selon la technique dite de "CLOUDMAN" par culture de melanocytes in vitro, 
en utilisant les cellules du melanome de CLOUDMAN chez le rat. 

L'ensemble des resultats obtenus sont conformes a l'objet de la 
20 presente invention dont l'objectif est la realisation de conjugues actifs par 
voie topique et dont les activites ami allergiques et anti inflammatoires 
peuvent etre separees de l'activite sur la melanogenese selon les applications 
envisagees. 
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Exemple 9 : Etude comparative de l'artivin» des rnnj„ gU e S at do 
leurs structures nemidioues s„r 1'hvn^r^^^bilite do r 0n tact au 
DNFB " 



Materiel et mpthorio 

30 La methode utilise est celle decrite precedemment dans l'exemple 

N° A, hypersensibilit<§ de contact induite chez la souris par la D N F B. 
- Produits etudies 

Lot I : trans- 10-hydroxy-2-decenoyl - Me-Nle - GIu - His - D-homo-Ph<* - 
Arg - Trp - Gly - NH 2 
35 " Conjugud 1 reprdsente par le compost P_3_. 

Lot II : Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe" - Arg - Trp - Gly - NH 2 
Lot T: Temoin = Adde trans- 10-hydroxy-2-decenoi'que. 
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TABLEAU 5 



Lot 




Of 

Augment. 
O. Gauche 


% 

Augment. 
O. Droite 


% 

Suppress. 

C3. fw5kllf*h«k 
\JalJClli! 


% 

Suppress. 
yJ- JDroite 


I 


2,5 


11,00 


11,40 


80,28 


79,64 


I 


0,5 


13,00 


12,90 


76,70 


76,96 


I 


0,1 


15,60 


14.60 


72.04 


73.92 


T 


0,01 


55,80 


56,00 






II 


2,5 


17,60 


18,50 


69,17 


67.82 


II 


0,5 


24,00 


22,80 


57,96 


60,34 


II 


0,1 


32,00 


30,20 


43,95 


47,47 


T 


0,01 


57,10 


57,50 
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On observe 80 % de suppression de l'hypersensibilite cutanea a la 
dose de 2,5 ug/souris/jour pour le conjugue 1 (compost £3J selon l'invention, 
et une nette relation doses/effets entre les doses de 0,1, 0,5 et 2,5 
ug/souris/jour. Par contre, pour Ie peptide seul, on observe 47 % de suppres- 
sion de l'hypersensibilite cutanee a la dose de 0,1 ug/souris/jour et, pour les 
doses de 0,5 ug et de 2,5 ug, la reponse suppressive est de 1'ordre de 60 et 69 96. 
Enfin, on n'observe pas d'effet suppressif de l'hypersensibilite cutanee par 
administration de l'acide trans- 10-hydroxy-2-decenoique, en solution dans le 
propylene - glycol. 

Administres par voie topique et dans les conditions experimentales 
decrites, le conjugue 1 selon l'invention induit de facon hautement significa- 
tive la suppression de l'hypersensibilite cutanee chez la souris. 
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REVENDICATIONS 

1 - Conjugue peptidique, caracterise en ce qu'il comporte une 
sequence peptidique comprenant au moins une sequence de 4 acides amines 
derives de 1'aMSH, les acides amines etant sous forme naturelle ou non, ladite 
sequence etant conjuguee, chimiquement ou physiquement avec des acides 
seiecrionnes parmi : 

- les acides di-carboxyliques de formule generate I 

HOOC-R1-COOH (I) 

dans laquelle Rl represente un radical alkylene, lineaire ou ramifie 
comprenant au moins 3 atomes de carbone, de preference de 3 a 10 atomes de 
carbone, eventuellement substitue, notamment par un ou plusieurs groupes 
amino ou hydroxy, et 

- les acides gras a-monoinsatures de configuration cis ou trans, de preTe- 
15 rence trans, de formule generate II 

R2-CH = CH-COOH (II) 
dans laquelle R2 represente un radical alkyle, lineaire ou ramifie compre- 
nant au moins 6 atomes de carbone, de preference de 6 a 10 atomes de 
carbone, substitute par un groupe amino, hydroxy ou oxo. 

2 - Conjugue selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
sequence d'acides amines est liee a l'acide selectionne sous forme de sel, 
d'ester ou d'amide. 

3 - Conjugue selon l'une des revendications 1 ou 2, caracterise en 
ce que les acides de formules generates I ou II sont de preference choisis 
parmi les diacides carboxyliques de formule I pour lesquels Rl represente un 
reste alkylene en C 4 -C 8 . substitue ou non, en particulier les acides a- 
adipiques, a-amino-adipiques et derives, l'acide sebacique et derives, les 
acides gras a-monoinsatures de formule II pour lesquels R2 represente un 
reste alkyle, lineaire ou ramifie en C 7 , en particulier les acides hydroxydece- 
noiques, et decenoiliques, sous forme des sels, esters, ou amides correspon- 
dants. 
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4 - Conjugue selon la revendication 3, caracterise en ce que les 
acides de formules generates I ou II sont de preference choisis parmi l'acide 
adipique, l'acide o-amino adipique, l'acide sebacique, l'acide trans - 10 - 
hydroxy - A2 - decenoYque et l'acide trans-oxo - 9 - decene - 2 - oique. 
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5 - Conjugue selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que la sequence peptidique comporte au moins I'une des sequences sui- 
vantes : 

- Glu - His - Phe - 

- His - Phe - Arg - 
- Glu - His - Phe - Arg - 

dans laquelle Phe represente la phenylalanine ou un derive halogene de la 
phenylalanine notamment D-homo-Phe et parafluoro-Phe, les acides amines 
pouvant etre sous forme D, L, ou D,L 

6 - Conjugue selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
qu'il s'agit de conjugues de formule generate III : 

A - X - Glu - His - Phe - Y (III) 

dans laquelle 

A est un acide de formules generates I ou II telles que definies dans les 
15 revendications 1,3 et 4, 

X represente un groupe 5-Me.Norleucine (Me.Nle), 2-N-Me.Norceuline (N- 
Me.Nle). OH ou NH 2 , 

Y represente un reste Arg - Z ou Z dans lequel Z est Trp - Gly - OH, Trp - OH, 
OH, Trp - Gly - NH 2 , Trp - NH 2 , ou NH 2 , 
20 Ph6 represente un reste D-Homo-Phe ou para-fluoro-Phe, 
les acides amines etant sous forme D, L ou D,L 

7 - Conjugue selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
qu'il est selectionne parmi les derives peptidiques suivants : 
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1 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His 


- D-homo-Phe - Arg - Trp - Gly 


- NH 2 


2 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His 


- D-homo-Phe - Arg - Trp - NH 2 


3 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His 


- D-homo-Phe - Arg - NH 2 




4 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His 


- D-homo-Phe - NH 2 




5 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His 


- para-fluoro-Phe - Arg - Trp - 


Gly - 


6 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His 


- para-fluoro-Ph6 - Arg - Trp - 


NH 2 


7 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His 


- para-fluoro-Phe - Arg - NH 2 


8 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His 


- para-fluoro-Phe - NH 2 




9 


A - 


N - Me.Nle - 


Glu- 


His - D-homo-Phe - Arg - Trp - 


Gly - : 


10 


A - 


N - Me.NIe - 


Glu - 


His - D-homo-Phe- Arg - Trp - 


NH 2 


11 


A - 


N - Me.Nle - 


Glu - 


His - D-homo-Phe - Arg - NH 2 




12 


A - 


N - Me.Nle - 


Glu - 


His - D-homo-Phe - NH 2 




13 


A- 


Me.Nle - Glu ■ 


- His - 


• D-homo-Phe - Arg - Trp - Gly 


- OH 


14 


A - 


Me.Nle - Glu 


- His - 


D-homo-Phe - Arg - Trp - OH 





NH 2 



NH 2 



WO 96/41815 



PCTYFR96/00890 



10 



20 

15 A - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - OH 

16 A - N - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Ph<§ - Arg - Trp - Gly - OH 

17 A - N - Me.Nle - Glu - His - D-homo-Phe - Arg - Trp - OH 

18 A - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Ph6 - Arg - Tip - Gly - OH 

19 A - Me.Nle - Glu - His - para-fiuoro-Ph£ - Arg - Trp - OH 

20 A - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Ph6 - Arg - OH 

21 A - N - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Phe - Arg - Trp - Gly - OH 

22 A - N - Me.Nle - Glu - His - para-fluoro-Phe - Arg - Trp - OH 
A 6tant un acide de formules generates I ou II telles que deTinies dans Ies 
revendications 1, 3 et 4, ainsi que les derives de ces molecules sous forme de 
sels d'esters ou d'amides. 

8 - A titre de medicaments, les conjugues selon l'une des revendica- 
tions 1 a 7. 

9 - Medicament selon la revendication 8, utile pour le traitement 
15 des allergies notamment cutanees, des reactions inflammatoires et des 

troubles de la melanogenese, utilisable en medecine humaine et vetennaire. 

10 - Composition galenique, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
conjugu£ selon l'une des revendications 1 a 7. 

11 - Composition galenique selon la revendications 10, caracterisee 
en ce qu'il s'agit de preparations dermo-cosmetologiques sous forme de 
solutions, de lotions d'emulsions, ou de cremes utilisees comme accelerateur 
de bronzage de la peau, sans exposition aux U.V. 

12 - Composition galenique selon Tune des revendications 10 ou 11, 
caracterisee en ce qu'il s'agit de preparations galeniques, sous forme de 
solutions, de lotions, de creme, de spray. 
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A peptide conjugate comprising a peptide sequence that includes at least one sequence of four aMSH-derived amino acids optionally 
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(57) Abregl 

L'invention conceme un conjugu£ peptidique, caracterise" en ce qu'il comporte une sequence peptidique comprenant au moins une 
sequence de 4 acides amines derives de 1'aMSH, les acides amines 6tant sous forme natureUe ou non, ladite sequence 6tant conjuguee, 
chimiquement ou physlquement avec des acides selectionnes parmi: les acides di-carboxyliques de formule g6n6rale (I): HOOC-R I -COOH, 
dans laquelle Rl represente un radical alkylene, lineaire ou rarnifte, comprenant au moins 3 atomes de carbone, de preference de 3 a 10 
atomes de carbone, eventuellement substitue\ notamment par un ou plusieurs groupes amino ou hydroxy, et les acides gras a-monoiroatures 
de configuration cis ou trans, de preference trans, de formule generate (II): R2-CH-CH-COOH, dans laquelle R2 represente un radical 
alkyle, lineaire ou ramirl6 comprenant au moins 6 atomes de carbone, de pr6fe*rence de 6 a 10 atomes de carbone, substitud par un groupe 
amino, hydroxy ou oxo. 
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